
于在实验教学中引入双语教学，在实验结束后双语班同学普遍

反映英语表达能力较开始有明显提高。更为重要的是由于实

验双语教学与理论双语教学同步进行，二者互相配合，使病理

生理学的双语教学效果明显优于单纯的理论双语教学。

３　讨　　论

　　双语教学是一种蕴涵着全新教育理念的教学形式，是我国

高等教育改革的一项新举措，但目前国内双语教学的开展主要

局限于理论教学，很少在实验教学中开展双语教学，在医学实

验教学中尤其如此［７］。医学教育是一门实践性教育，有大量的

实验配合理论学习，实验教学与理论教学紧密联系，互相影响。

如果单纯在理论教学中开展双语教学，往往会形成独木难支的

局面，而如果在理论和实验中配合使用双语教学，则可以互相

促进，互相弥补而有事半功倍的效果。

但开展实验双语教学首先要明确双语教学只是一种教学

手段，其目的在于通过使用英语进行教学使专业与英语同步提

高。病理生理学实验教学的首要目的依然是通过实践使学生

掌握相关的操作技能，其次才是语言的提高与应用。因此，双

语教学不能削弱教学目的，在实验教学中应始终以实验为中

心，绝不能因为听英语、讲英语而忽略了实验，如果是这样，那

就是本末倒置，得不偿失。

任何事物都有其自身发展的规律，实验教学也是一样［８］，

如果各专业教师在进行实验带教时根据各自学科特点适当引

进双语内容，将会形成双语教学的连锁效应，这既有利于提高

双语教学效果，又有利于更多学科开展双语教学。
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利用实验动物制备肥达反应阳性抗血清的研究

田兆菊，马玉红，田景惠，焦凤萍（泰山医学院公共卫生学院临床免疫学教研室，山东泰安　２７１０１６）

　　【摘要】　目的　建立肥达反应阳性实验结果，帮助学生理解肥达反应的原理、操作方法、结果判断及临床意义。

方法　将肥达反应的５种诊断菌液适当处理后，按照一定程序免疫家兔，然后采集全血，分离免疫血清，采用直接试

管凝集实验检测凝集效价。结果　在免疫的５０只家兔中，５种免疫血清的凝集效价达到１∶１２８０以上的有４１只，

占８２％；３０只家兔的血清效价达到１∶２５６０，占６０％。结论　获得了高效价的肥达反应的阳性抗血清，为医学专

业学生实验教学中正常开展该项实验奠定了基础。

【关键词】　实验动物；　肥达反应；　免疫血清
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　　肥达反应是微生物学和免疫学检验中一项重要的实验项

目之一，临床上用于伤寒和副伤寒的实验室诊断，是医学专业

学生，尤其是医学检验专业学生必做的实验项目。近年来，随

着卫生条件的改善及抗菌药物的广泛应用，伤寒和副伤寒病的

发病率大幅度下降且症状也逐渐不典型，偶有暴发流行则多由

于水源或者食物污染引起［１３］，也有儿童出现肥达反应阳性的

报道［４］，但是患者有限的血清往往不够众多学生做实验用。因

此，要取得该阳性血清实属不易，且在实验过程中存在病原体

散播使学生受感染的危险［５］。现将本研究采用直接试管凝集

实验检测抗血清的凝集效价报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择５月龄家兔（新西兰大白兔），平均体质

量２～３ｋｇ。

１．２　仪器与试剂　电热恒温水浴箱（ＨＨＷ４２０６００型，金坛

市科技仪器有限公司）；冰箱（购自河南新飞电器有限公司）；肥

达反应诊断菌液（购自宁波天润生物药业有限公司，包括伤寒

杆菌 Ｈ９０１、Ｏ９０１诊断菌液、甲型、乙型和丙型副伤寒杆菌的诊

断菌液）；无菌生理盐水（购自北京鑫四环消毒技术开发有限

公司）。

１．３　方法

１．３．１　免疫原的制备　无菌操作取肥达反应的５种诊断菌液

各５ｍＬ于灭菌离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，

菌体用５ｍＬ灭菌生理盐水重悬后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃上清液，重复上述操作，将菌液反复洗涤３次，最后将细菌沉

淀用灭菌生理盐水稀释成１０９ｃｆｕ／ｍＬ作为免疫原，备用。

１．３．２　动物的免疫　免疫前，首先采集家兔静脉血：进行耳

缘静脉采血每只２～３ｍＬ，加入塑料试管，３７℃温育４０ｍｉｎ，

２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离血清，分别装于ＥＰ管中，于－２０

℃保存，作为阴性对照血清，然后按表１方法免疫家兔，每种菌

液免疫家兔１０只。末次免疫家兔７ｄ后，耳静脉采血１ｍＬ，分
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离血清，用试管凝集反应检测抗血清凝集效价，效价达１∶３２０

以上可采血。

表１　家兔免疫程序

项目 第１天 第１４天 第２１天 第２８天

免疫剂量（ｍＬ） ０．５ １．５ ２．０ １．０

免疫途径 颈背部皮下 颈背部皮下 颈背部皮下 耳缘静脉

　　注：免疫原均为１０９ｃｆｕ／ｍＬ菌液。

１．３．３　免疫血清的收集　采用心脏采血法：将家兔仰卧固定，

于心脏搏动明显处（约在左侧胸骨的第３肋间）将注射器针头

垂直刺入，进针深度与家兔大小有关，如已刺入心脏则可见血

液涌出，固定注射器采血。一般每只家兔可采血３０～５０ｍＬ，

３７℃温育４０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离血清，分别装于

ＥＰ管中，于－２０℃保存，备用。

１．３．４　免疫血清效价的测定
［６］（直接试管凝集试验）

１．３．４．１　免疫血清的稀释　先将５种免疫血清分别进行１∶

１０稀释：分别取洁净小试管５支，每支试管均加入生理盐水

９．５ｍＬ和待测免疫血清（依次为伤寒杆菌 Ｈ、Ｏ诊断菌液的免

疫血清，甲型、乙型和丙型副伤寒杆菌的 Ｈ诊断菌液的免疫血

清）各０．５ｍＬ。再将待测血清进行倍比稀释：另取洁净小试管

４５支，分５排，每排９支，依次编号。于各试管中分别加入生

理盐水０．５ｍＬ，然后在每排试管的第一支试管中分别加入上

述稀释的待测免疫血清各０．５ｍＬ，即１～５排依次为伤寒杆菌

Ｈ、Ｏ诊断菌液的免疫血清，甲型、乙型和丙型副伤寒杆菌的 Ｈ

诊断菌液的免疫血清，充分混匀，尔后吸出０．５ｍＬ注入第２

管，同法混匀后吸出０．５ｍＬ注入第３管。依次类推，稀释到

第７管，自第７管吸出０．５ｍＬ弃去。然后于每排的第８支试

管中分别加入免疫前血清０．５ｍＬ，第９管不加血清。

１．３．４．２　菌液的稀释　取５种诊断菌液，混匀，各取０．５ｍＬ

分别加入５支试管中，每支试管中各加生理盐水４．５ｍＬ。

１．３．４．３　凝集反应　分别取稀释的诊断菌液０．５ｍＬ加入

１～５排试管中，振荡试管架，混匀，于３７℃温育过夜，轻摇试

管，观察有无凝集。

１．３．４．４　结果判定　先观察第８、９支对照试管，无凝集现象

时，再观察其余各试验管的凝集现象，凝集程度以“＋～

＋＋＋＋”多少表示。以出现“＋＋”凝集现象的血清最高稀释

倍数为该血清的凝集效价。

２　结　　果

在免疫的５０只家兔中，５种免疫血清的凝集效价达到１∶

１２８０以上的有４１只（８２％）；３０只家兔的血清效价达到１∶

２５６０，占６０％。见表２。

表２　家兔免疫血清效价［狀（％）］

凝集效价
伤寒杆菌

Ｈ９０１

伤寒杆菌

Ｏ９０１

甲型副

伤寒杆菌

乙型副

伤寒杆菌

丙型副

伤寒杆菌

１∶６４０ １（１０） ２（２０） ３（３０） ２（２０） １（１０）

１∶１２８０ ３（３０） ２（２０） ２（２０） １（２０） ３（３０）

１∶２５６０ ６（６０） ６（６０） ５（５０） ７（７０） ６（６０）

３　讨　　论

肥达反应迄今仍然是诊断伤寒和副伤寒的重要实验室指

标［７］，是比较经典的传统凝集实验方法之一。在医学专业尤其

是医学检验专业本科生中开展该项实验，对学生正确理解并掌

握肥达反应的原理、操作方法和结果判断的临床意义具有非常

重要的指导作用。

由于肥达反应的诊断菌液中存在防腐剂，为防止免疫实验

动物后出现不良后果，本实验中将诊断菌液用生理盐水进行多

次洗涤。另外，在吸取和洗涤菌液的过程中，采用无菌操作，所

用离心管和洗涤液均为高压灭菌的物品，保证了免疫家兔的菌

液是无菌的，为动物实验的顺利完成提供了技术支持。

为了提高免疫血清的效价，本研究通过反复实验，制订了

一套比较科学的免疫程序，采用４次免疫家兔，并且每次的免

疫途径、免疫剂量和间隔时间不尽相同。第１次免疫剂量稍

小，目的是避免家兔出现免疫耐受现象，且采用颈背部皮下注

射，目的是延缓免疫原的释放速度，可持续刺激家兔，产生较好

的免疫效果；同时，在免疫间隔方面，第１次与第２次免疫间隔

尤为重要，一般以１０～２０ｄ为佳
［８］，选择１４ｄ，二次免疫后的

间隔时间为７ｄ，可有效地提高免疫效果。另外，为了确保获得

高效价的免疫血清，在末次免疫７ｄ后先进行试血，检测血清

效价在１∶３２０以上再正式采血，收集血清，对收集的血清进行

分装冻存，每次使用时仅取出一小管，避免血清反复冻融而影

响效价；每只家兔至少可采血５０ｍＬ，分离血清达３０ｍＬ，每次

实验时可免疫多只家兔，如果按照每个实验组使用０．５ｍＬ阳

性血清计算的话，每只家兔的血清至少可满足６０个实验组使

用，因此，在血清保存方法得当的前提下，采用家兔获得的免疫

血清可以满足多个学期的学生使用，完全可以解决阳性血清来

源困难的问题。

在观察肥达反应的凝集结果时，应首先观察第８、９对照试

管，对照试管无凝集现象后，再观察其余各试验管的凝集现象。

观察时，应轻摇试管，避免用力过大而将正常的凝集颗粒或絮

状沉淀摇开，影响效价的正确判断。临床上肥达反应的凝集效

价在１∶８０以上可判为阳性，本实验中获得的阳性血清效价高

达１∶１２８０以上，远高于临床的阳性标本，为学生提供了很好

的观察阳性结果的机会。

总之，获得肥达反应的高效价阳性免疫血清，为医学专业

学生顺利开展肥达反应奠定了基础，适于各医学院校在进行肥

达反应实验教学时推广使用。
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